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Bevezetés

A sziv és érrendszeri megbetegedések, azon beliil is a malignus kamrai
szivritmuszavarok tovabbra is vezetd szerepet toltenek be mind a hazai, mind
pedig az eurdpai mortalitdsi mutatokban. Annak ellenére, hogy a
szivritmuszavarok kialakulasdval ¢s kezelésével foglalkozo aritmoldgia a
belgyogyaszat ¢és a kardiologia kiemelt teriiletévé valt, sok esetben a
legmodernebb, legkorszeriibb gyogyszeres €s eszk0zos terapias torekvések
ellenére sem tudjuk megelézni a szivritmuszavarok kialakuldsat és a hirtelen
szivhalalt. Ezért a legtobbszor hirtelen fellépd, gyakran halalos kimenetelii
betegsegeknek a kezeléséhez elengedhetetlen, hogy a betegségek élettani ¢€s
korélettani hatterét minél jobban megismerjiik.

A kamrai szivizomsejtek akcidos potencidlja (AP) egymassal finom
Osszhangban miikodé szamos iondram mikodésének eredménye. Az akcids
potencial soran a membranpotencidl értéke milliszekundumos tartomanyban
folyamatosan valtozik, melynek hatdsara az ioncsatorndk aktivaldédnak,
inaktivalodnak vagy deaktivalodnak. Ezeknek az ionaramoknak a nagysaga és
iranya fliigg az ionok elektrokémiai gradiensétdl, a csatorndk kapuzasi
kinetikajatol, ami fesziiltség ¢és 1dofiiggd.

Szamos kozlemény foglalkozik az akcids potencialt kialakité csatornak
elektrofiziologiai sajatsagaival, azonban ezek az eredmények elsdsorban
hagyomanyos fesziiltség-clamp technikaval végzett kisérletekbdl szarmaznak. A
hagyomanyos fesziiltség-clamp technika sordn  négyszdgimpulzusokat
hasznalunk az ioncsatorndk aktivalasara. Ezzel szemben, fiziologias koriilmények
kozott, a sejt membranpotencialja az akcids potencidl sordn pillanatrol-pillanatra
valtozik, igy az ionaramok akcios potencidl alatti ramprofilja jelentdsen eltérhet
a négyszogimpulzusok alatt regisztraltaktél. Az akcids potencidl alatti
aramprofilok vizsgalatdra Fischmeister és munkatarsai kifejlesztették az un.
akcios potencial fesziiltség-clamp (APVC) technikat. Az akcids potencial

fesziilség-clamp lényege, hogy az elektrofizioldgiai mérés soran parancsjelként



négyszogimpulzus helyett akcids potencialt — vagy a sejt sajat akcids
potenciadljat, vagy egy eldre regisztralt kanonikus akcids potencialt —
alkalmazunk, ezzel modellezve még jobban az in vivo koriilményeket.

Tovabbi eldrelépést jelentett az Un. onion peeling modszer bevezetése,
mely azt teszi lehetévé, hogy ugyanazon a sejten tobb ioncsatorna mitkodését
tanulmanyozhassuk az akcids potencidl fesziilség-clamp technika segitségével.

Patologias  koriilmények  kozott megvaltozhat az  ioncsatornak
szabalyozasa, expresszios mintazata, illetve kiilonb6zd gyodgyszerek gatolhatjak,
vagy serkenthetik mikodésiiket, ami ritmuszavarok kialakuldsdhoz vezethet.
Ezen elvaltozasok, azon tul, hogy valtozatos klinikai korképekben
mutatkozhatnak meg, a sziv- és érrendszeren kiviill tobb szervrendszert is
¢rinthetnek.

Az 1onaramok kozotti Osszefiiggések, kapcsolatok kevésbé ismertek,
ugyanakkor a ritmuszavarok adekvat kezeléséhez elengedhetetlen, hogy ismerjiik
az egyes ionkonduktancidk akcios potencial alatti profiljat, az iondramok kozotti
korrelaciokat. Ezen 0Osszefiiggések feltarasa 1) fejezetet nyithat a

szivritmuszavarok kezelésében.



Célkitiizés

Szamos kutatas vizsgalta a szivizomsejtek iondramait, azonban ezek a
publikalt eredmények egyrészt ellentmondasosak, masrészt a mérések dontéen
hagyomanyos fesziiltség-clamp technikival torténtek, sokszor az élettani
koriilményektdl jelentdsen eltérd viszonyok kozott (szobahdmérséklet, eltérd

1onosszetétel). Ezért munkank sordn a célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

e Vizsgiljuk az akcids potencidl kialakitasdban résztvevd kiilonbozo
ionaramok egymashoz vald viszonyat az in vivo korilményeket jol

modellez6 akcids potencial fesziiltség-clamp koriilmények kozott.

e Tanulmanyozzuk az akcios potencial kialakitdsaban résztvevd depolarizalo

¢s repolarizalo aramok paraméterei kozotti korrelaciokat.

o Fiziologias korilmények kozott vizsgaljuk az akcids potencial terminalis
repolarizaciojdnak eseményeit, valamint a repolarizdcioban részt vevo

ionaramok (Ik1, Ik, Iks) és a késoi natriumaram (InaL) kalciumfiiggését.



Anyagok és modszerek

Szivizomsejtek izolalasa

A kutatas soran kutyadk szivének bal kamrajabol enzimatikus emésztéssel
nyert szivizomsejteken dolgoztunk. A szivizomsejteket kisérleti célra tenyésztett,
ivarérett, vegyes nemil kutyak szivébdl izolaltuk kollagendz enzim segitségével.
A sejtizolalas sordn az un. anterograd szegmens-perfuzios technikat alkalmaztuk.
Minden elvégzett kisérlet 0sszhangban volt a ,,Guide for the Care and Use of
Laboratoy Animals” €s a Helsinki Deklaracio alapelveivel. A kisérleti protokollt

a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta.

Elektrofiziologia

A transzmembran iondram mérések a patch-clamp technika teljes sejtes
koriilmények kozott torténtek. Az akcios potencidl-clamp technika egy olyan
specialis elektrofiziologiai modszer, melynek soran a sejtet négyszogimpulzus
helyett egy akcios potencidllal stimulaljuk. Kisérleteink soran egy eldre
regisztralt, ugynevezett kanonikus akcids potencialt hasznaltunk parancsjelként.
Az akcids potencidl-clamp technika modszer lényege roviden a kovetkezd:
fesziiltség-clamp koriilmények kozott, az akcids potencidlt hasznalva
parancsjelként, kozel nulla aramot mérhetiink, ezt tekintjiik referencia dramnak.
A vizsgalni kivant iondram specifikus gatloszerét alkalmazva a gatolt ioncsatorna
miikodését az erdsitonek kell potolnia, ami igy negativ eldjellel az un.
kompenzacidés aramot eredményezi. A kompenzacids éaramot kivonva a
referencia-arambol megkapjuk az akcidés potencial alatt folyo, hatdanyag-
szenzitiv iondramot.

Az akcios potencial fesziiltség-clamp mérések soran az Uin. onion-peeling
modszert alkalmazva lehetdség van tobb iondram akcids potencial alatti
vizsgalatdra ugyanazon a szivizomsejten. Az onion-peeling modszer 1ényege,

hogy a sejtet kumulativ modon, kiilonb6zd ioncsatornak specifikus gatloszerét



tartalmazo oldattal perfundaljuk. Az oldatok sorrendje fontos, hiszen a
legspecifikusabb gatloszert kell eldszor alkalmazni, hogy egy kevésbé szelektiv
csatornagdtld ne hamisitsa meg a mérési eredményeinket. Ezért a vizsgalt
ionaramok sorrendje a kovetkez6 volt: 1. késO1 natriumaram (Inap); 2. natrium-
kalcium cserearam (Incx); 3. L-tipust kalciumaram (Icap); 4. kés6i egyeniranyito
kaliumaram gyors komponense (Ik:); 5. késdi egyeniranyité kaliumaram lassa
komponense (Iks); 6. befelé egyeniranyité kaliumaram (Iki).

A szivizomsejtek transzmembran potencial valtozasait boroszilikat kapillarisbol
készitett nagy ellenallasu (20-40 MQ) hegyes mikroelektrodaval mertiik.

A kisérleteinket minden esetben 37 °C-on végeztiik.

Intracelluldris Ca’* koncentrdcié és sejtrovidiilés mérése

Az intracellularis Ca®>" koncentricié valtozasait egy kalcium érzékeny
fluorescens festék, a FURA-2-AM alkalmazasaval tettiik 1athatova.

A meérések sordn a sejtek stimulacigjdhoz platina elektrodokat
alkalmaztunk. A kalcium tranzienseket egy alterndld, kettds sugargerjesztésii
fluoreszcens segitségével mértiikk. A fluorescens festéket 340 nm, és 380 nm
hullamhosszu fénnyel gerjesztettiik, a fluoreszcens fény intenzitasat 510 nm-en
mértiik. Az intracellularis kalcium koncentracidra a két kiillonbozd gerjesztési
hullamhossz alkalmazasa utdn meért fluoreszcens fény intenzitasanak a
hanyadosabol kovetkeztetiink.

A szivizomsejtek sejthossz rovidiilését optikai modszerrel rogzitettik. A
szivizomsejteket platinaelektrodok segitségével stimulaltuk. A kisérletekhez egy
specialis, a sejtek szélét érzékeld kamerat alkalmaztunk. A sejthossz rovidiilést
minden esetben a kiinduldsi diasztolés sejthosszhoz viszonyitva fejeztiik ki
(frakcionalt rovidiilés).

Az intracellularis kalcium koncentracio €s a sejthossz rovidiilés mérését

minden esetben 37 °C-on végeztiik



Statisztikai elemzés

A dolgozatban szerepld adatok a kisérleti eredmények szamtani
kozépeértekei + a kozépértékek koriili standard hiba. A csoportok kozotti
statisztikai szignifikanciat egyszempontos varianciaanalizissel, majd Student-féle
t-probaval  vizsgaltuk. Két valtozo kozotti  korrelacid  vizsgalatdhoz
korrelacidanalizist végeztiink, a korrelaciokat Pearson-féle korrelacios
koefficienssel (r), €s az egyenes meredekségével (m) fejeztiik ki. A korrelacids
koefficiensek és meredekségek kozti szignifikanciat, szintén Student-féle t-
probaval vizsgaltuk. A kiilonbségeket ¢és a korreladciokat szignifikansnak

tekintettiik azokban az esetekben, amikor a p érték kisebb volt, mint 0,05.



Eredménvek

A szivizomsejtek fobb ionaramprofiljainak meghatarozasa

A szivizomsejtek fobb depolarizalo €s repolarizald ionaramainak vizsgalata
soran elsd lépésként akcids potencial fesziiltség clamp modszer segitségével
meghataroztuk a vizsgalt ionaramok profiljat, fiziologias koriilmények kozott. A
kisérletek soran az ionaramok farmakologiai szepardlasahoz az onion peeling
modszert alkalmaztuk. Az 4ramjelek analizise sordn meghataroztuk az
aramamplitadot, az ionaramok 4ltal szallitott toltésmennyiséget, €s a plato fazis
kozepén mérhetd dramdenzitast. Az &ram amplitiddjanak az aramjel csucsértekét
tekintettiik, az dramok altal szallitott toltés mennyiségét pedig a nulla vonalhoz
viszonyitott gorbe alatti teriiletként definialtuk. A platdo kdzepi aramdenzitast a
90%-os repolarizacidhoz tartozo akcios potencial idétartam (APDoo) felénél mért
aramdenzitasként hatdroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a depolarizal6é (inward)
aramok koziil a legnagyobb gorbe alatti teriilettel az Icar rendelkezett, mely -
72,246,0 mC/F toltést szallitott. Ezt kovette sorban a Incx, -37,3£2,5 mC/F, a InaL
altal szallitott toltés mennyisége pedig -27,7+2,3 mC/F volt. A repolarizald
(outward) aramok esetében a legnagyobbnak a Ixi; adodott (64,9+£3,9 mC/F),
melyet a Ik, (34,1£3,9 mC/F) majd a Ixs (15,6£1,3 mC/F) kovetett. Az
aramamplitidokat Gsszevetve szintén hasonld sorrendet kaptunk. Legnagyobb
amplitadoja az L-tipust kalciumaramnak volt, -1,01+0,09 A/F. Ettd] kisebbnek
bizonyult a Incx €s a Inar, melyek amplitidol rendre -0,57+£0,09 A/F és
-0,43+0,09 A/F voltak. A repolarizdl6 aramokat vizsgilva, a legnagyobb
amplitudot a Ixi esetében meértiik 1,75+0,10 A/F. Ezt kovette a Ikr, melynek
legnagyobb aramsiiriisége 0,46+0,02 A/F volt. A legkisebb amplitiddju aramnak
a Iks bizonyult, 0,20+0,02 A/F.

Osszehasonlitottuk az iondramok platd fazis kozepén mérhetd
aramslirliségét is. Az inward dramok koziil, az akcios potencial platd fazisanak
kozepén, az Ica-nak volt a legnagyobb az amplitadoja, (-0,44+0,03 A/F), ettdl
kisebb értéket mértiink a Incx esetében, ahol ez az érték -0,17+0,03 A/F volt. A



InaL platd kozepén mért denzitdsa -0,19+0,02 A/F-nak adddott. Az outward
aramok esetén, a platd kozepén a legnagyobb aramnak a Ik, bizonyult, melynek
aramdenzitasa 0,13+0,02 A/F volt. Ezt kovette a sorban a Iks, mely esetén
0,08+0,02 A/F denzitast mértiink. A platdé kozepén mérve, a legkisebb
amplitadoja aram a Iki (0,06+0,01 A/F).

Korreldciok a szivizomsejtek fobb iondaramainak paraméterei kozott

Munkédnk sordn tanulmanyoztuk, hogy az ionaramoknak az el6z6
fejezetben bemutatott paraméterei hogyan korrelalnak egymaéssal. Elséként az
outward dramok paramétereit hasonlitottuk 6ssze egymassal. Az outward aramok
altal szallitott toltés mennyiség értékei kozott nem talaltunk szignifikéns
korrelacidt. Az outward aramokkal ellentétben, az inward Incx és az Icap altal
szallitott toltésmennyiség Osszehasonlitasakor, a Pearson-koefficiens 0,75-nek
adodott, mely arra utal, hogy a két aram altal szallitott toltés mennyisége
szignifikdnsan korrelal egymassal. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az
inward aramoknak a platé kozepén mért aramdenzitasa és az aramamplituddja
kozott. Az inward €s az outward aramok paramétereit egyenként, egymadssal is
osszehasonlitottuk. Szignifikdns kapcsolatot talaltunk — némileg meglepd
modon — az IcaL és a Ik, paraméterei kozott, igy ezen iondramok amplitaddja, a
platd kozepén mért denzitdsa €s az aramok altal szallitott toltésmennyiség
esetében is. Ezen feliil azt talaltuk, hogy az inward és az outward aramok altal
egylttesen szallitott toltés mennyiség kozott szintén szignifikdns korrelacio all

fenn.

A termindalis repolarizdcio ionprofiljainak ido- és kalciumfiiggése
Megvizsgaltuk az akcidos potencidl terminalis repolarizaciojaban

kozremiikodé iondramokat, azok idébeli lefutasat, és meghataroztuk az akcids

potencial maximalis repolarizdcids sebességét (V max). Ez utdbbi paraméter

megfelel a membranon atfolyd nettdé aramnak (Ine) a termindlis repolarizacio
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soran, mely a membranpotencial értékének i1d6 szerinti elsd derivaltjaként
definialhato.

Megfigyeltiikk, hogy annak ellenére, hogy a Ik, amplitudéi jelentdsen
kisebbek voltak, mint a Ixi-é, a Ik, idOben el0bb, egy kevésbé negativ
membranpotencial értéknél érte el a maximumat. gy a Ix: legnagyobb kitérését a
V™ max -hoz képest 11 ms-mal el6bb, a Ixi pedig 3,5 ms-al késdbb érte el. Ezek
alapjan feltételezziik, hogy a terminalis repolarizacio elinditasaért, és igy az
akcios potencial hosszdnak meghatarozasaert a Ik, lehet a felelés. Az AP
id6tartama természetesen valamennyi repolarizald kaliumaram fiiggvénye, de az
eredményeink arra utalnak, hogy fiziologids koriilmények kozott a Ik ezt csak

kisebb mértékben befolyasolhatja.

Vizsgaltuk a repolarizacioban részt vevd fobb ionaramok kalciumfiliggését
1s. Az onion-peeling mérések sordn az ionaramok elkiilonitése minden esetben az
inward dramokkal kezd6dott, igy az altalunk vizsgalt 6sszes outward, repolarizalo
aram meérése az inward aramok gatloszereinek (lumol/liter GS-967 + 0,5
umol/liter ORM-10962 + 1 pmol/liter nizodipin) jelenlétében tortént. A
nizoldipin gatolta az L-tipusu kalcium csatornakat, igy ezen mérések soran mind
a szubmembran tér, mind pedig a teljes citoplazma kalciumkoncentracidja kisebb
volt, a nizoldipin mentes oldattal perfundalt szivizomsejtekhez képest. Tovabbi
kisérleteinket olyan szivizomsejteken végeztiik, ahol nem gatoltuk az Icar-t, igy
szabad kalciumciklus mellett vizsgdlhattuk az outward 4ramokat. Az akcios
potencial fesziilség-clamp mérések soran harom kaliumaramot (Ikr, Iks, Iki)
vizsgaltunk az onion-peeling mddszer segitségével, a kalclumaramok modositasa
nélkiil.

Megallapitottuk, hogy a kés6i egyeniranyitd kaliumaram lassu komponense
(Iks) jelentds kalciumfiiggést mutatott, az aram profiljaban pedig jelentds,
kalciumfiiggd valtozasokat figyeltiink meg. A szabad kalciumciklus mellett mért

eredményekhez képest, gatolt IcaL esetén szignifikansan csokkent a Ixs maximalis
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aramdenzitasa, a plato kozepén mért denzitasa illetve az aram altal szallitott toltés
mennyisége is. Megfigyeltiikk tovabba, hogy gatolt IcaL mellett a Ixs az akcids
potencidl felszallo szaratdl mérve szignifikdnsan késobb érte el az aramcstlicsat,
mint szabad kalciumciklus mellett. A Ixs-vel ellentétben sem a Ik., sem pedig a
Ix1 esetében nem tapasztaltunk szignifikéans kiilonbséget egyik vizsgalt paraméter

esetében sem gatolt €s szabad kalciumciklus mellett.

Az iondaramok  gatlasianak  hatasa a  szivizomsejtek  intracellularis
kalciumtranzienseire

A késO1 natriumaram, a natrium-kalcium cserearam, illetve az L-tipusu
kalctumaram gatlasanak intracellularis kalcium koncentraciora kifejtett hatasat is
vizsgaltuk. Az intracellularis kalciumkoncentracid valtozasaira a sejtek
kalciumtranziensei alapjan kovetkeztettiink. Megallapitottuk, hogy sem a InaL
sem a Incx gatlasa nem valtoztatta meg szignifikansan a diasztolés €s szisztolés
fluoreszcens hanyados értékét. Az intracellularis Ca?* tranziensek amplitidoi
(a szisztole és a diasztole soran mért fluoreszcens hanyados értékének
kiilonbsége) szignifikansan, 0,40+0,05-r61 0,23+0,03-ra csokkentek a késoi
natriumdram gatloszerének, a GS-967-nek hatasara. A GS-967 utan kumulativ
modon alkalmazott ORM-10962 (Incx gatlészer) nem idézett eld tovabbi
csokkenést a Ca®" tranziensekben.

Mivel a nizoldipin UV fény hatésara pillanatok alatt elbomlik, igy a Ca**
tranziens mérésével nem tudtuk tanulmanyozni a nizoldipin intracelluléris
kalcium koncentraciora kifejtett hatasat, ezért mas modszert kellett alkalmazni, a
sejtrovidiilést valasztottuk indikatornak. Megallapitottuk, hogy a nyugalmi,
diasztolés sejthossz nem valtozott szignifikansan 1 pmol/liter nizoldipin hatasara.
A szisztolés sejthossz azonban szignifikansan nagyobb volt a nizoldipinnel kezelt
sejteken, mint a kezeletlen, szabad kalciumciklusu sejtek esetén. A szivizomsejtek
frakcionalt rovidiilése pedig kozel nullara csokkent 1 pmol/liter nizoldipin

hatasara. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a maximalis
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intracellularis Ca?*-koncentracio is jelentdsen csokken a nizoldipin alkalmazasat

kovetoden.

A késoi natriumaram kalciumfiiggése

A késdi natriumaramot szintén akcids potencial fesziiltség-clamp
technikaval vizsgaltuk. Az aram megjelenitéséhez két kiilonbozd, szelektiv
natriumcsatorna blokkold szert alkalmaztunk: 1 pmol/liter GS-967 ¢és 10
umol/liter tetrodotoxin (TTX). Megallapitottuk, hogy a két gatldoszerrel kapott
aramprofil alakja nagymértékben hasonl6 volt.

A InapL kalciumfiiggését ugy vizsgaltuk, hogy eldzetesen 1 pmol/liter
nizoldipinnel gatoltuk az L-tipust kalciuméaramot. Nizoldipin hat4sara
szignifikansan csokkent mind a GS-967-szenzitiv, mind pedig a TTX-szenzitiv
aramnak a platd kozepén mért denzitasa. A széllitott toltésmennyiség esetén a
nizoldipin csak a GS-967-szenzitiv aramnal idézett el6 szignifikans csokkenést.

Ez az eredmény arra utalhat, hogy az 4ltalunk alkalmazott 1 pmol/liter GS-
967 nem teljesen szelektiv, a GS967-szenzitiv aram a Ina,L mellett az IcaL egy kis
frakcidjat 1s tartalmazza. Tovabbi lehetéség, hogy az intracellularis
kalciumkoncentracié valtoztatdsa moduldlhatja a Inar milkodését. Ennek
eldontésére hagyomanyos fesziiltség-clamp technikdval megvizsgaltuk a GS-967
hatdsat az L-tipust kalciumaramra.

Megallapitottuk, hogy sem az Ic.L maximalis amplitidoja, sem az 50 ms-
al az aramjel kezdete utdn mért aramdenzitas nem valtozott szignifikansan 1 uM
GS-967 hatasadra. Nem tapasztaltunk valtozast az aram altal szallitott toltés
mennyiségében sem. Ezen eredmények alapjan elvethetd az a feltételezésiink,
hogy az akcids potencidl fesziiltség-clamp mérések soran regisztralt GS-szenzitiv
ionaram a késoi natriumaram mellett kalciumaramot is tartalmaz. Ez egyben azt
is jelenti, hogy a bemutatott eredmények hatterében a késdi natriumaram

kalciumfiiggd viselkedése all. Ennek igazoldsara ujabb kisérleteket végeztiink,
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ahol az intracellularis kalciumkoncentraciot egy kalcium kelator (BAPTA)
segitségevel csokkentettiik.

Megallapitottuk, hogy BAPTA jelenlétében, a plato fazis felénél mért késoi
natriumaram denzitdsa és az aram 4ltal szallitott toltés mennyisége szignifikansan
alacsonyabb volt, mint kontroll koriilmények kozott.

A GS-967 szenzitiv aramkeént definialt késéi natriumaram kalciumfiiggd
viselkedését akcids potencial méréssel 1s bizonyitottuk. Az izolalt szivizomsejtek
akcios potencidljat hegyes mikroelektrodaval mértiikk. Megallapitottuk, hogy 1
umol/liter GS967 hatéasara szignifikansan rovidiilt az akcios potencial idotartama
(APDgo) (n=12, p<0,05). Ez a jelenség forditott frekvenciafiiggést mutatott,
nevezetesen az APDygo csokkenés mértéke kisebb volt a stimuldld impulzusok
frekvencidjanak novelésével. Ezen felil platé felénél mért amplitadd is
szignifikdnsan csokkent a GS-967 hatdsara. A GS-967 altal kivaltott platod
amplitudd csokkenés szignifikdnsan kisebb volt abban az esetben, amikor a
sejteket eldzetesen 5 pmol/liter BAPTA-AM-mel kezeltiik. Ezzel szemben a GS-
967 APDgo roviditd hatasdt nem befolyasolta a BAPTA-AM-mel torténd
eldkezelés.

A BAPTA-AM hatdsa er6s frekvenciafiiggést mutatott: az APDogo
szignifikdnsan megndtt magasabb ingerlési ciklushossz mellett (alacsonyabb
frekvencianal), alacsonyabb ingerlési ciklushosszok esetén pedig nem
tapasztaltunk jelentds valtozast.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a GS-967 jelenlétében
megfigyelt ,plato-depresszi6”, ami a Inar csokkenésének tulajdonithato,
kalciumfiiggést mutat, mivel csak szabad kalciumciklus mellett tapasztaltuk.
Némileg meglepd modon az APDyo rovidiilés a GS-967 hatasara hasonlo volt
BAPTA-AM jelenlétében €s anélkiil. Ennek hatterében a BAPTA-AM APDgo-et
nyUjto hatasat feltételezziik. Mivel tobb szivre hat6 gyogyszer APDoo-re gyakorolt

hatasa aranyos a kiindulasi APDyo értékkel, ez kompenzalhatja az el6zetesen vart,
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GS-967 altal kivaltott APDgo rovidiilést a BAPTA-AM-mel torténo elokezelést

kovetoden.

A CaMKII utvonal szerepe a InaL szabalyozdsaban

Az irodalombol ismert, hogy az egyes ionaramok kalciumfiiggd regulacidja
a CaMKII-utvonal miitkodéséhez kapcsolodik. Ezért a tovabbi kisérleteink soran
vizsgaltuk a CaMKII szerepét a késO1 natriumaram szabalyozasaban. Kisérleteink
soran a pipetta belsd oldatat a CaMKII ttvonal specifikus gatloszereként ismert
KN-93-mal egészitettiik ki (1 pmol/liter). Megéllapitottuk, hogy a plato felénél
mért &ramdenzitds szignifikansan kisebb volt KN-93 alkalmazasa mellett, mint a
kontroll csoportban. Az aram altal szallitott toltés mennyisége csokken ugyan
KN-93 hatasara, de ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak.

A KN-93 alkalmazasa mellett mért eredményeinket Osszevetettiik a
nizoldipinnel, illetve a BAPTA-val kapott értékekkel és a kovetkezot talaltuk:
sem platd felénél meért aramsiirtiség (-0,28+0,04, -0,29+0,04 ¢s -0,30+0,03 A/F),
sem pedig az aram 4ltal szallitott toltésmennyiség (-54,6+9,9, -48,2+3,6 ¢és
-46,7+5,2 mC/F) nem kiilonbozott szignifikdnsan. Eredményeink alapjan
valoszinii, hogy nizoldipin, illetve BAPTA jelenlétében a CaMKII aktivitasa
csokken, ami magyarazhatja, hogy ezen kisérleteknél a normal
kalctumhomeosztazis mellett mért dramhoz viszonyitva a InapL szignifikdnsan
kisebb.

A szabad kalmodulin hatisat 1s teszteltik a késdi natriumaram
paramétereire. Megallapitottuk, hogy a szabad kalmodulin nem véltoztatja meg
szignifikdnsan a kés6i natriumaram aramsirliségét €s az altala szallitott toltés

mennyiségét.
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Megbeszélés

Elséként irtuk le — a human sziv legjobb elektrofiziologiai modelljének
tartott kutyasziven — az akcids potencial kialakitdsaban részt vevd ionaramok
paraméterei, az ionaramok altal széllitott toltésmennyiség €s az 4aramok
amplitadoja kozotti osszefliggéseket. Kisérletsorozatunk abban is egyediilallo,
hogy méréseinket a fiziologias koriilményeket jol modellezd akcids potencial
fesziiltség-clamp technikaval végeztik, az ionaramok szeparalasdra az onion-
peeling eljarast alkalmaztuk, mely lehetdvé teszi, hogy ugyanazon a
szivizomsejten hasonlitsuk 0ssze a kiilonb6zd ionaramokat. Ugyancsak elséként

irtuk le a Iks és a InaL kalciumfiiggését kutya kamrai szivizomsejteken.

Az akcios potencial kialakitdsaban részt vevo iondramok paraméterei kozotti
korreldciok és azok jelentosége szivizomsejteken

Az inward ionaramok paramétereit osszevetve megallapitottuk, hogy az
Icar és a Incx altal széllitott toltésmennyiség szignifikdns korrelaciot mutat,
ugyanakkor a tobbi depolarizdld ionaramot Osszevetve nem taldltunk jelentds
kapcsolatot.

Az ionaramok mikddése alapjan azt vartuk, hogy a Inar és a Incx
paraméterei kozott is szoros korrelacio all fenn, hiszen a belépd natrium
mennyiségének valtozasa modositja a Incx funkcidjat az egyensulyi potencial és
a natrium terhelés valtozasa révén. Azonban az Ic.L €s a Incx kozott tapasztalt
szignifikdns korrelacioval szemben, a Pearson féle korrelacids vizsgalattal nem
talaltunk szignifikdns kapcsolatot a Inar és a Incx altal  szallitott
toltésmennyiségek kozott. Ennek az elhet a magyarazata, hogy az egészséges,
stimulalt szivizomsejtek natriumbelépéséért csupan koriilbeliil 22%-ban feleldsek
a natriumcsatorndk (ennek is kb. fele a késO1 natriuméaram), ezzel szemben, a
natrium-kalcium cseréld forward moddja, koriilbeliill 60%-ban felelds a
szivizomsejtek natriumbedramlasaért. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az

egészséges szivizomsejtek natriumhdaztartisa elsdsorban a sejtbe belépd- €s ilyen
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modon a Incx éltal eltdvolitott Ca®" mennyiségétdl fiigg. Ezenfeliil a sejten beliili
Na'-homeosztazisban bekovetkezd valtozasokat egyéb, Na'-hoz kapcsolt
transzport mechanizmusok is kompenzalni képesek, mint példaul a Na'-K"
pumpa, a Na'-H" cserélé vagy a Na"-HCO7 kotranszporter. Ezek egyiittvéve
magyarazhatjak, hogy miért nem nem tapasztaltunk szignifikdns korrelaciot a
késO1 natriumaram ¢€s a natrium-kalcium cseréld altal szallitott toltések
mennyisége kozott.

Nem talaltunk szignifikans korrelaciot a repolarizalé outward ionaramok
paraméterei kozott sem. Azonban amikor az inward és outward iondramok
paramétereit egymassal hasonlitottuk Ossze, megallapitottuk, hogy a befel¢
egyeniranyitd kaliumaram gyors komponense (Ik:) €s az L-tipusti kalciumaram
(IcaL) valamennyi paramétere, igy a szallitott toltésmennyiség, az aramamplitudo
¢s a plato kozepén mért aramamplitido tekintetében is szignifikans korrelacio all
fenn. A jelenség hatterében az L-tipusi kalciumcsatorna €és a Ik-ért felelOs
KCNH2 fehérje ko-expresszigja allhat, valamint az, hogy ezen fehérjék
térszerkezetének kialakuldsa (folding) és a felszini membranba torténd
kihelyezOdése (trafficking) kozosen torténik. Ezeknek a mechanizmusoknak a
megismerése azonban tovabbi vizsgélatokat igényel. Mivel az Ica L €s a Ik, a plato
fazis legnagyobb inward és outward aramai, a kozottilk megfigyelt korreldcionak
szerepe lehet az akcids potencidl id6tartamanak kialakitasaban €s igy az APD
heterogenitasanak csokkentésében.

Nem pé¢lda nélkiili, hogy egy dominans outward aram ardnyos egy
domindns inward &4rammal. Tengerimalacokban példaul, ahol a kutyaval
ellentétben a platd fazis sordn a f6 repolarizalo aram a Iks, az L-tipust
kalctumaram a Iks-vel korreldl és nem a Ikr-vel. Mas 4llatbdl szaramzo
preparatumokon, példaul sertésbdl vagy nytlbol szarmazd kardiomiocitdkon erds
pozitiv korrelaciot figyeltek meg a késdi natriumaram és a Ixr kozott. Ezek az
eredmények ellentétesek az altalunk, kutyakbol szarmazo szivizomsejteken mért

eredményekkel. Ugy tiinik, hogy nyul szivizomsejteken a Ina1 ellensulyozhatja a

17



Ixr -t az akcids potencial platdja sordn, azonban ezt a jelenséget kutydk
szivizomsejtjein nem lattuk. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az egyes
ionaramok kozotti kapcsolatokban, korrelaciokban szintén nagy interspecies
kiilonbségek lehetnek. A f6 kérdés azonban, ami a huméan kamrai miokardium

ionaramai kozotti korrelaciokat érinti egyeldére megvalaszolatlan.

Az akcids potencidl termindlis repolarizacioja alatti ionaramprofilok idofiiggése

Az akcids potencial termindlis repolarizacioja alatt lezajlo események
1dozitése, lezajlasa kiemelt jelentdséggel bir, hiszen a repolarizacidé zavara,
inhomogenitasa szivritmuszavarok szubsztratja lehet.

Az akcids potencidl fesziiltség-clamp technikdval végzett kiseérleteink
eredményei kiemelik a Ik: jelentdségét a szivizomsejtek repolarizacidjaban.
Megallapitottuk, hogy az akcios potencidl 2. fazisa soran a Ixr még a V max érték
elérése elott, mig a Ix1 maximuma csak ez utan figyelheté meg. Ezen feliil a Ik:
aramcsucsa keveésbé negativ membranpotencial-értéknél kovetkezik be, mint a Ik
csucs. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a Ik, és nem pedig a Ik az elinditdja a
termindlis repolarizacié folyamatanak, annak ellenére, hogy a Ik joval nagyobb
aramdenzitassal bir ebben a periddusaban az akcios potencidlnak.

Ezt tAmasztjak alé kiilonboz6 farmakologiai vizsgalatok is: a Ik: szelektiv
gatloszerei (E-4031 vagy dofetilid) kifejezett novekedést idéznek el6 az 50%-os
repolarizacional mért akcids potencial hossz (APDso) értékben. Ezzel szemben a
Ix1 gatlo Ba?" inkabb az APDyy értéket nyujtotta, ezaltal az akcids potencial
haromszog-alakuva valt, ugyanakkor az APDso értékre alig volt hatassal.

Meg kell emliteni tovabba, hogy a Ik és a Iki paramétereinek sajatsagai
¢s human kamrai szivizomsejteken. Ezt fontos szem eldtt tartani, mivel az akcios
potencidl és az ionaramok kapcsolatanak barmilyen torzuldsa, ami példaul a
kanonikus akcios potencidllal torténd (sejtek sajat akcids potencidl-ja helyett)

ingerlésbdl eredhet, nem valtoztatja meg a Ik, €s a Ix1 idébeli alakulasat.
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Az iondramok profiljanak vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a Iks
hamarabb aktivalodott €s hamarabb érte el csticsat, mint a Ix.. Ez annak fényében
érdekes, hogy ismert, hogy a Ikr-hez viszonyitva a Iks pozitivabb
fesziiltségtartomanyokban aktivalodik, ¢és az aktivacios 1ddallanddja is
nagysagrendekkel nagyobb. Depolarizacié soran azonban a Ik, gyorsan
aktivalodik, majd azonnal inaktivalédik, igy a Ik, amplitidoja megkozelitdleg
nulla a kutya akcids potencidl els6é 40-50 milliszekundumaban. A Ik: csak ezt
kovetden, amikor a membranpotencial értéke kellden negativ, jelenik meg
ténylegesen, mert ekkorra az ioncsatornak mar visszatérnek inaktiv allapotukbol.
Annak ellenére, hogy az akcids potencial soran a Ixs hamarabb aktivalodik és éri
el csucsertékét, mint a Ik, fiziologias koriilmények kozott a szerepe
elhanyagolhato a terminalis repolarizacidban, hiszen az L-735,821 nevii szelektiv
Ixks gatloszer nem befolyasolta szignifikdnsan az APD értékeket nyugalmi

koriilmények kozott.

Az ionaramok kalciumfiiggése

Kutatasunk soran megvizsgéaltuk harom kéaliumaram, a Ik, a Ixs és a Iki,
valamint a InaL kalciumion-fliggését. Az intracellularis kalciumkoncentracio
valtoztatdsa nem befolydsolta sem a Iki, sem pedig a Ik paramétereit, a Iks
azonban kalciumérzékenynek bizonyult. A Iks gyorsabban érte el
arammaximumat, az aram denzitasa, illetve az aram altal szallitott toltés
mennyisége szignifikansan nagyobb volt fiziologias kalciumciklus mellett, mint
amit az Icar gatlasakor mértiink. Kutya szivizomsejteken a  Iks
kalciumszenzitivitasdt magyardzd mechanizmusok valoszinilileg Osszetettek. A
human szivhez kevésbé hasonldo allatmodelleken (pl. nyal) a Iks
kalctumérzékenységének hatterében a kalmodulin aktvivitasat irtak le.

A Iks kalciumfiiggése magyarazhatja, hogy az altalunk mért Ixs amplitadok
miért nagyobbak, mint az irodalmi adatok. Varr6 €s munkatarsai kisérleteiben az

intracellularis térrel kapcsolatba keriild pipetta oldat kalcium-kelatorokat
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tartalmazott, szemben a mi kisérleteinkkel, ahol ez nem volt jelen. Varro és
munkatarsai ilyen koriilmények kozott 0,10 és 0,15 A/F Iks amplitadot mértek,
ezek az értékek megfelelnek az Altalunk Icar gatlast kovetéen meért
eredményeknek.

Néhany korabbi kisérleti eredménnyel szemben, kisérleteink soran a befelé
egyeniranyito kaliumaramot nem befolydsolta az IcaL gatldsa. A mi
eredményeinkkel szemben, Nagy €s munkatéarsai arrdl szdmoltak be, hogy az
intracellularis Ca?" koncentricid emelkedése megnovekedett Ix; 4ramot
eredményez kutya kamrai szivizomsejteken. Ez a hatas a CaMKII kalciumfiiggd
aktivalodasanak ¢€s a Ixi ezzel egyidejli ndvekedeésének tulajdonithatd. Fontos
azonban itt megjegyezniink, hogy Nagy és munkatdrasainak kisérletei soran az
valtoztattak, ezzel szemben mi, a kisérleteink soran, nem alkalmaztunk kalcium
puffereket. Nagy és munkatarsainak eredményeit attekintve kitlinik, hogy Ixi
amplitudé ndvekedést csak az intracellularis Ca** koncentracio tartos, kb. 900 nM
koncentriciora torténd emelése esetén tapasztaltak. Tartdsan magas intracellularis
Ca®" koncentracié mellett ugyanis varhaté a CaMKII aktivitdsanak ndvekedése.
Az 1s lehetséges, hogy a méréseink sordn a kalciumtranziensek hatasara
aktivalodé CaMKII Ik noveld hatasat ellenstilyozza az ioncsatorna kalciumfiiggd
befelé egyenirdnyitd képességének az atmeneti novekedése, és ezért nem
tapasztaltuk a Ix; kalciumfliggését.

Els6ként irtuk le, hogy fizioldgids koriilmények kozott az intracellularis
kalcium koncentracid jelents hatdssal van a Inar-re. A sejten beliili Ca?*
koncentracié 10 mM BAPTA intracellularis alkalmazasaval torténo csokkentése,
illetve az Icar 1 uM nizoldipinnel torténd gatlasa is egyarant szignifikansan
csokkentette mind a késdi natriumaram denzitasat, mind pedig az aram altal
szallitott toltes mennyiségét. Az akcids potencial fesziilség-clamp ¢€s a
hagyomanyos fesziiltség-clamp koriilmények kozott végzett mérések egyarant

igazoltak a Inar kalciumfiiggését. Ezen feliil megallapitottuk azt is, hogy a késoi
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natriumdram kalciumfiiggd szabdlyozasa a CaMKII jelatviteli utvonalhoz
kapcsolodik. A CaMKII jelatviteli utvonal KN-93-mal torténd gatlasa ugyanis a
kalciumciklus megvaltoztataisdhoz (BAPTA vagy nizoldipin alkalmazasa)
hasonl6 mddon szignifikansan csokkentette az aram denzitasat.

Altalanosan elfogadott, hogy a KN-93 kozvetleniil kotédik a CaMKII-hoz,
és ezaltal megakadalyozza a kinaz aktivalasat a Ca®"/CaM-mal valo versengéssel.
A legujabb adatok azonban arra utalnak, hogy a KN-93 kozvetleniil a Ca*'/CaM-
hoz kotddik, €és nem a CaMKII-héz. Bar a Wong €s munkatarsai altal bemutatott
hatdsmechanizmus 6sszhangban van azzal, hogy a KN-93-at funkcionalis
CaMKII-gatlonak tekintik, a Ca?*/CaM szabalyozas szamos helyen valo jelenléte
felveti azt a kérdést, hogy a KN-93-mal végzett megfigyelések (mint példaul a mi
eredményeink is) részben vagy egészben megmagyarazhatok-e Ca?"/CaM-fiiggd,
de CaMKII-fliggetlen gatlassal.

Adatok vannak arr6l, hogy a Ca?’* maga szabéalyozhatja a
natriumcsatorndkat, mig masok szerint a Ca®"/CaM komplex szabélyozza a
fesziiltségfliggd natriumcsatornak mikodését. Abban azonban konszenzus van,
hogy a natriumcsatorndk egyenstlyi inaktivacidos gorbéje a pozitivabb
fesziiltségértékek felé tolodik el, magasabb intracellularis Ca** koncentracid
esetén. Egy kis mértékii valtozas az egyensulyi inaktivacios gorbén elegendd lehet
egy nagyobb Inar elOidézéséhez a  fizioldgids  kalciumhaztartasa
szivizomsejteken, szemben a nizoldipinnel, BAPTA-val vagy KN-93-mal
elékezelt szivizomsejtekkel.

Az L-tipust kalciumcsatorna gatld szereket (példaul nizoldipin) gyakran
hasznaljak kiilonb6zd szivre specifikus L-tipustt kalciumaramot célzo
farmakonok hatdsanak egymastol valo elkiilonitésére. Ebben az esetben érdemes
¢szben tartani, hogy ezek a gatloszerek nem csak az Ica -t gatoljadk dnmagaban,
hanem megvaltoztathatjak a szivizomsejtek intracellularis Ca®" koncentracidjat is.

Ebbdl kovetkezik, hogy az L-tipusu kalciumcsatornat blokkolé farmakonok
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modosithatjak az dsszes Ca®" -fliiggd folyamatot, példaul a CaMKII-aktivitast és

ezzel egyiitt a Ca**-fiiggd ionaramok paramétereit, beleértve a Ina-t is.

Az értekezésben szereplo uj kutatasi eredmények

1. A human szivizom legjobb elektrofiziologiai modelljének tartott kutya
szivizomsejteken elsOként irtuk le, hogy szignifikans korrelacid van az IcaL €s a
Incx 4ltal szallitott toltésmennyiség, tovabba az Icar €s a Ik, 4ltal szallitott
toltésmennyis€g, valamint maximalis- és platd kozepén mért dramdenzitds

tekintetében.

2. Kutya kamrai szivizomsejteken igazoltuk, hogy a késdéi egyeniranyito

kaliumaram lasstt komponense (Iks) erdteljes kalciumfiiggést mutat.

3. Megallapitottuk, hogy a depolarizald6 iondramok koziil a késoi
natriumaram (InaL) szintén jelentds kalciumfiiggd viselkedést mutat, melynek

hatterében a CaMKII utvonal aktivitasanak valtozasa allhat.

4. Megallapitottuk, hogy kutya kamrai szivizomsejteken a termindlis
repolarizacio soran a V™ max-hoz viszonyitva a Ik 11 ms-mal el6bb, mig a Ik attdl
3,5 ms-al késobb érte el maximumat. Ezek alapjan feltételezziik, hogy fiziologias
koriilmények kozott a termindlis repolarizacio elinditasaért a Ik. lehet a felelds,

mely igy meghatarozza az akcids potencial hosszat.
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Osszefoglalas

A szivizomsejtek elektromos milkodését szamos ioncsatorna finoman
osszehangolt mitkodése alakitja ki. Ha ez a szorosan szabalyozott rendszer valami
miatt megbomlik, az stlyos, sokszor fatalis kimenetelli szivritmuszavarokhoz
vezethet. Az aritmia-kutatdsok sora foglalkozik a szivizomsejtek ionadramaival.
Ezek a kisérletek azonban tobbnyire ragcsalo-modelleken késziiltek,
hagyomanyos, négyszogimpulzusokat alkalmazoé elektrofiziologiai technikakkal.
Ezen feliil sokszor a fiziologias kornyezettdl eltérd koriilmények mellett zajlottak
ezek a mérések (pl. szobahdmérséklet, Ca**-kelator alkalmazasa stb.).

Munkank célja volt, hogy megvizsgaljuk a kamrai szivizomsejtek akcids
potencial-jat kialakitdé iondramok profiljat, ¢s azok egymashoz vald viszonyat,
paramétereik kozott korrelaciok utan kutatva. Vizsgaltuk tovabba az egyes
ionaramok miikodését fizioldgias kalciumciklus mellett, valamint géatolt L-tipust
kalciumaram esetén. Mindezt a fizioldgias koriilményeket a lehetd legjobban
szimulalva végeztik, a human sziv legjobb elektrofiziologiai modelljeként
szamontartott kutyasziven.

A kisérletek sordn akcids potencidl fesziiltség clamp technikaval
meghataroztuk az egyes ionaramok akcids potencidl alatti profiljat. Az onion-
peeling modszer segitségével ugyanazon a szivizomsejten tobb ionaramot tudtunk
vizsgalni, igy még pontosabb képet kapva miitkodésiikrol. Az akcids potencial
idOtartamanak valtozasait hagyomanyos hegyes elektrodas akcids potenciél
méreésekkel vizsgaltuk. Kalciumtranziens- €s sejthossz-rovidiilés méréseket
veégeztiink a kalciumciklus valtozasainak regisztralasara.

Kutatasaink soran szignifikans korrelaciot talaltunk a késdi egyenirdnyito
kaliumaram gyors komponense (Ik;) €s az L-tipust kalciumaram (Ic.r) altal
szallitott toltésmennyiség, valamint az aramamplitddé és a platé kdzepén mért
aramdenzitas tekintetében. A natrium-kalcium cserearam (Incx) €s az Icar altal
szallitott toltésmennyiség kozott szintén szignifikans kapcsolat igazolddott.

Megallapitottuk, hogy a késdi egyeniranyitd kaliumaram lasstt komponense (Iks),
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valamint a késOi natriumaram (Inar) er6s kalciumfiiggést mutat. A késoi
natriumdram esetében az aram kalciumfiiggésének hatterében a CaMKII ttvonal
szerepét igazoltuk.

Eredményeink ravilagitanak a sziv  elektromos miikodésének
komplexitasara. A vizsgélt aramok pontosabb ismerete kozelebb vihet ahhoz,
hogy még jobban megismerjikk az arritmidk korélettanat és megfelel6 terapias

célpontot talaljunk a kiilonb6z06 szivritmuszavarok kezelésére.

Kulcsszavak

szivelektrofiziologia, kés61 natriumaram, Iks, Ik, Iki, NCX, L-tipusu

kalciumaram, szivizomsejt, APVC, CaMKII, kamrai ritmuszavarok
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